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正常生理环境中释放 DOX 少于 10%，而在酸性环境下 10h 释放 DOX 超过 50%；












前尚无将亲合体用于肝癌靶向治疗的研究。我们先构建了 Ni,As@SiO2 纳米药物 
(~55 nm)，其载 As 量约为 3%，该纳米药物具有酸响应性能，对 HepG2 的 IC50
为 1.6 μg/mL，其毒性比三氧化二砷（ATO）提高近两倍。Ni,As@SiO2 显著提高
了癌细胞对 As 的摄取量。通过重组克隆技术我们高表达了重组亲合体 ZEGFR:1907，
该亲合体对肝癌细胞具有特定靶向能力。我们将重组亲合体 ZEGFR:1907与已合成的
Ni,As@SiO2 偶联构建了靶向纳米药物：Ni,As@SiO2-ZEGFR:1907。该靶向纳米药物








































Liver cancer is one of the most prevalent malignant cancers in China with high 
incidence rate and poor prognosis. The effective treatment of liver cancer is still a 
serious problem in medical fields. The emergence of nanotechnology has brought new 
hope for liver cancer therapy. Inorganic nanoparticles, with a variety of features such 
as good stability, monodispersity, large specific surface area, and easy to modification , 
have broad applications on drug delivery system. 
We described the smart and targeted magnetic nanocarriers to control the delivery 
and release of anticancer drug doxorubicin (DOX) in vitro and demonstrated that they 
can exhibit much higher cytotoxicity to cancer cells than free DOX. The conjugation 
of targeted magnetite nanoparticles (~14 nm in diameter) and DOX molecule via 
acid-labile imine bond endows the nanocarriers (Fe3O4-DOX) with two advanced 
features: magnetically controllable and pH-responsive. The cell toxicity assays 
indicated the pH-sensitive magnetic nanocarriers (IC50 of 0.41 μg/mL to HepG2 cells) 
have much higher anticancer activity than free DOX (IC50 of 1.32 μg/mL to HepG2 
cells). Moreover, the magnetically guided delivery of nanocarriers can further improve 
the drug efficacy under external magnetic fields. This intelligent (magnetically guided, 
and pH-responsive) drug delivery system has the ability to improve the 
chemotherapeutic efficacy and reduce the side effects, which has a great potential to 
become a favorable strategy for delivery of drugs to the desired sites in patients. 
We also designed and synthesized Ni,As@SiO2 nano-drug for liver cancer 
treatment. The cytotoxicity of Ni,As@SiO2 nanomedicine on HepG2 cells is three 
times higher than that of conventional As2O3 (ATO) probably because of the increased 
uptake of nanomedicines in tumor cells. Affibody is a special class of protein binding 
ligands and has many advantages over antibody, such as small molecular weight, 
strong affinity, high stability, and special modification sites. Until now, affibody has 
not been studied in liver cancer targeted therapy. We obtained Affibody ZEGFR:1907 
targeting molecules which have high affinity with epidermal growth factor receptor 
(EGFR) overexpressing on the malignant tumor cell surfaces (including liver cancer) 
by recombinant cloning techniques. We combined ZEGFR:1907 with the Ni,As@SiO2 
nanoparticles to construct a new multi-functional nano-drug, Ni,As@SiO2-ZEGFR:1907, 
with targeting and drug releasing abilities. The cell toxicity assays indicated that the 
targeting nanodrug (IC50 of 2.5 μg/mL to SMMC7721 cells) has much higher 















cells). Moreover, like free ATO, Ni,As@SiO2 and Ni,As@SiO2-ZEGFR:1907 
nanomedicines can induce tumor cell apoptosis and differentiation, and reduce cell 
migration. Ni,As@SiO2-ZEGFR:1907 dramatically potentiated the therapeutic efficacy 
effects of ATO and Ni,As@SiO2 in vivo using an H22 tumor mice model. HE staining 
results showed that nanodrugs have no damage to normal organs. We believe that this 
targeted nano-drug will open a new way for liver cancer therapy. 
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Fe(acac)3、ODE 和油胺购于 Alfa 公司。DOX 购于北京华奉联博科技有限公
司。 DSPE-PEG2000 胺购于嘉兴博美生物技术有限公司。所有细胞系购于中国
科学院上海细胞库。 
1.2.2 Fe3O4-DOX 纳米药物的设计合成及表征 
采用热分解法先制备 Fe3O4 纳米颗粒，将 2 mM 的 Fe(acac)3 溶于 10 mL ODE
和 10 mL 油胺的混合溶液中，110℃加热 1 小时，再迅速升温至 300℃，维持 2h。
冷却后加入 40 mL 乙醇，6000 rpm 离心分离沉淀，用正己烷和乙醇洗涤 3 次后
重新分散于正己烷中。将 10 nM 的 Fe3O4 纳米颗粒与 1.8 μM DSPE-PEG2000 胺




米粒子的单分散性和颗粒大小；SQUID 测 M-H 曲线，得到纳米颗粒的磁饱和值。 
通过交联剂戊二醛将 DOX（带有游离的氨基）与 Fe3O4 纳米颗粒表面的氨基
连接（图 1.1），氨基与醛基反应形成具有酸响应的亚胺键。具体步骤是先将约
10 nM的Fe3O4纳米颗粒与 10.8% (w/v)戊二醛在PBS(pH 7.4)溶液中混匀，于 25℃
下温和搅拌 2h，再通过 NAP-5 柱 (GE)将多余的戊二醛去除；然后将含 DOX (1 
mg, 1.7 μmol)的 PBS 溶液加入上述纯化后的产物，同样于 25℃下温和搅拌 2 h，
后得到 Fe3O4-DOX 纳米颗粒，用 NAP-5 柱纯化。透射电镜观察纳米粒子的单
分散性和颗粒大小；由于 DOX 在 485nm 时有特定吸收峰，可通过紫外可见光光
谱（Beckman DU 800 UV-Vis）分析 DOX 是否成功连接到 Fe3O4 纳米颗粒上，
并计算连接到纳米颗粒上的 DOX 量。 
 
























的DMEM再孵育4 h。吸去96孔板中的培养基加入100 μL DMSO溶解沉淀物，用
酶标仪(Thermo scientific)测定样品在492 nm下的吸光值，画图计算不同药物对癌
细胞的IC50。  
1.2.4 Fe3O4-DOX 的酸响应 
(1) Fe3O4-DOX 的酸响应性质 
通过紫外可见光光谱（Beckman DU 800 UV-Vis）分析 Fe3O4-DOX 纳米颗粒
在不同 pH 缓冲液中释放 DOX 的量。取 0.5 nM Fe3O4-DOX 分别重悬于 700 μL 
PBS 缓冲液（pH 7.4）和醋酸盐缓冲液（pH5.4）中，于 37℃水浴锅中孵育，分
不同时间点各取 100 μL 溶液，于 14000 rpm 离心 20 min，充分除去纳米颗粒，
收集溶液中的 DOX，荧光光谱测定 DOX 含量，每个样品测 3 次。 
(2) Fe3O4-DOX 的入胞过程 
取 1×106 个 HeLa 细胞接种于 35 mm 激光共聚焦细胞盘中先孵育过夜，再加
药物继续培养 30 min 或 260 min，实验分两组（DOX 组、Fe3O4-DOX 组，DOX
浓度均为 2 μg/mL），之后用 Hoechst 33342（蓝色）、LysoTracher Green DND 26
（绿色）等染料分别对药物孵育前后的细胞进行细胞核、溶酶体染色。染色后用
PBS 缓冲液清洗细胞 3 次，再用激光共聚焦(Leica TCS SP5)分析药物进入细胞的
过程。 























< 0.05 (*)，p < 0.01 (**)。 
1.3 结果与讨论 




性良好，颗粒大小约为 12 nm（图 1.2A）；SQUID 测 M-H 曲线，证明合成的 Fe3O4
纳米颗粒具有强的超顺磁性，M = 55 emu/g （图 1.3）。我们合成出了一类小尺
寸的 Fe3O4 纳米颗粒，它在水溶液中能够均匀扩散，并具有很强的磁响应效应。 
通过交联剂戊二醛将抗癌药物 DOX 与 Fe3O4 纳米颗粒表面的氨基连接。透
射电镜结果表明纳米药物 Fe3O4-DOX 单分散性良好，药物连接前后纳米颗粒的
大小基本不变（图 1.2B）。紫外可见光光谱测得 DOX 在 485nm 的特征吸收曲线
（图 1.4A）。图 1.4B 中显示 Fe3O4-DOX 纳米药物与 DOX 在相同位置具有特征
吸收峰，证明 DOX 已成功连接到 Fe3O4 纳米颗粒上。扣去 Fe3O4 的背景吸收，
根据 DOX 的光谱吸收曲线，我们计算得出 Fe3O4-DOX 上的 DOX 浓度约为 24 




















图1.3 Fe3O4纳米颗粒的磁性性质（M-H曲线，300 K） 
 
图1.4 紫外可见光吸收光谱图。A:  不同浓度DOX在485nm下的吸收光谱曲线 
B：PBS 缓冲液中，DOX、Fe3O4 及 Fe3O4-DOX 的紫外可见光吸收谱图。 
 
1.3.2 Fe3O4-DOX 有效抑制 HepG2 细胞生长 
我们用 IC50 判定不同药物对肝癌细胞 HepG2 的细胞毒性，MTT 法测定不同
药物对 HepG2 肝癌细胞的 IC50（24h）。实验结果表明这种 Fe3O4-DOX 纳米药物
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